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目的
発生毒性は薬物が投与される個体(母体)と毒性が発現する個体(胎児)が
異なるため､その発現には多くの過程が介在する｡母体における薬物動態､胎
盤通過性､母胎児間の濃度勾配､胎児における感受性などそれぞれが発生の段
階に伴って継時的に変化する｡さらに胎児の代謝能力の発達もこれに加わる｡
このように複雑な機構により発現する発生毒性は予測するのが難しく､発生毒
性スクリーニングや機構解明に利用できるin vitroでの毒性検出系の開発は遅
れており､機序解明も進んでいない｡
催奇形性を有する化学物質の代表としてthalidomide (N-phtalimidoglutalimide)
(Fig 1)が挙げられる｡ Thalidomideは鎮静剤として用いられていたが､ 1961年
に催奇形性がLenzとMcBddeらによって発見され社会的に問題となり市
場から回収された｡しかし､現在thalidomideは腫癌壊死因子(tumor necrosis
factor , TNF-α)の生産抑制作用および血管内皮細胞新生阻害作用などを有する
ことが解明されてきている｡
このようにthalidomideは決して過去の医薬ではなく､現在その有望性が見
直され､ 1998年米国FDAがハンセン病の治療薬として認可して以来､移植片
体宿主病(GVHD)や､悪性腰痛､ 〟DSなどの生命に関わる疾患の治療薬とし
て臨床に使用されるようになった｡
heN{o
Fig. 1 Structure of tha一idomide.
しかしながら､ thalidomideによる催奇形性について過去40年間2000以上
の論文が出され広範囲な研究がなされているが､その作用機序は未だ明らかに
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されていない｡
様々な仮説があるが､ thalidomide自体を培養腔に作用させても胎仔毒性は
発現しないことから､thalidomideの代謝物に催奇形性があると考えられてい
る｡
また､thalidomideによる催奇勉性は種選択性であり､ウサギやサル､ヒトな
どで一貫して認められるがマウスやラットなど者歯類では検出が困難である｡
この選択性の作用機序も明らかにはされていないが､畜歯類では認められない
4位および5位の水酸化体がウサギの尿中から検出されると報告されており､
このことから代謝経路における違いが毒性選択性の要因の一つと考えられる｡
T血idomideの代謝活性化経路やそれに関わる薬物代謝酵素は明らかにされて
いないが､thalidomideは生体内で主として肝において速やかに代謝され種々
の代謝物となる｡チトクロームP450によりアレンオキシド代謝中間体が生成
され､これが催奇形性を発現するという考え方もあるが､これを否定する報告
もある｡また､最近プロスタグランジンH合成酵素により生成するフリーラ
ジカルが催奇形性に関与しているという報告もなされている｡
マウスの胎児線維芽細胞は胎児からの分離､培養が比較的容易であり､生体
内条件下に極めて近い速度で増殖させることが可能であるため､化学物質の胎
児毒性を解析する上でのinvitro評価系として適していると考えられる｡
そこで､本研究ではマウスの胎児線維芽細胞を用いて簡便な発生毒性検出系を
構築するとともに､催奇形性物質であるthalido血deの発生毒性の発現機序の
解明を目的として､ thalido血deのマウス胎児線維芽細胞における毒性発現の
機構について解析した｡
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実験方法
Ⅰ動物
Microsomalepoxide hydrolase (mEH)欠損マウスおよびその野生型マウス
(C57BL/6と129SVJの交配種)は米国国立衛生研究所(Nm)より供与され､
東北大学薬学部実験動物飼育管理施設内で飼育繁殖した｡動物は､ステンレス
製ブラケットケージあるいはPCケージに収容し､固形飼料cE-2 (日本クレ
ア株式会社)およびフィルタ一波過水道水を自由に摂取させた｡
Ⅱ　胎児線維芽細胞の調製と薬物処理
雌雄マウスを交配させ､妊娠14日に頚椎脱臼し､子宮を掃出した｡摘出し
た子宮を素早く滅菌シャーレに入れ､クリーンベンチ内で胎児を取り出した｡
胎児はPBSを用いて洗い､後頭部および内臓を取り除いた｡再びpBSを用
いて洗い､はさみで糊状になるまで締切した｡ 0.25%トリプシン仲BSを加
え､37℃で45分間インキュベーションを行った後､培地(10%FCS/DMEM)を
加えて反応を止めた｡ 1000rpmフラッシュ遠心して得られた上清を､予め
0･2%ゼラチンを処理しておいた培養用フラスコに入れco2インキュベータ
ー(37℃, 5% CO2 )内で培養した｡ 24時間後培地交換し､さらに24時間培養
して胎児線維芽細胞を得た｡この細胞を96 well plateの各wellへ8 x lO3播種
し､ 24時間培養して接考させた後､被験物質を含む培地に交換した｡ 24時間
培養後､細胞増殖能を48時間培養後､生細胞数を測定した｡
Ⅲ　プレインキュベーション法
褐色試験管にDMEM培地､肝ミクロソ-ム(タンパク最終濃度1 mg/mi) ､
DMSOに溶解した被験物質(1.8 pl)を加え反応溶液を1.4miとした.予備反
応を37℃で2分間行った｡反応はNADPH生成系20叫1 (最終濃度2.5mM
glucose-6-phosphate, 1･6　mM　β-NADP', 1.25　units/mi　glucose-6-phosphate
3
dehy血ogenase, 8 mM MgC12 )を加え37℃で30分間行った｡反応終了後直ちに
褐色試験管を氷中に入れ4 M CaC12 (最終濃度　8 ITIM)を加え､ 15,000xgで10
分間遠心した｡上清にFCS (最終濃度10%)､ 100 Xantibiotic-antimycotic (最終
濃度1X)を加え､各wellに100plずつ加えた｡
ⅠⅤ　生細胞数の測定法
NR溶液を96well plate上の各wellに最終濃度50 pg/miとなるように0.1mi
ずつ加え､インキュベーター内で3時間培養した｡デカ′ンテ-ションで各well
からNR溶液および培地を取り除き1%CaC12含有1%ホルマリン液(固定液)
を0.1mlずつ加え､室温で5分以上放置した｡再びデカンテ-ションにより
各wellの固定液を取り除き､ pBSで各wellを2度洗浄した｡　50%エタノー
ル-1%酢酸液を各wellに0.1mlずつ加え30分放置した後､ 540 mmにおける吸
光度をimmuno readerを用いて測定した｡溶媒対象を100%として､被験物質
による細胞障害を百分率で示した｡
Ⅴ　細胞増殖の測定法
[3H]-Thymidineを各wellに最終濃度100 pCiとなるように加え､インキュベー
ター内で2時間培養した｡デカンテ-ションで各wellから【3H]-thy血dineおよ
び培地を取り除き､ pBSで2回洗浄した｡ 0.25%トリプシン〝BSを各well
に50い.Lずつ加え､インキュベーター内で10分間処理した｡セルハーベスタ
ーを用いて細胞をグラスフィルターに採取し､シンチレーションバイアルに移
した｡　液体シンチレーションカクテル4mlをバイアルに加え､液体シンチ
レーションカウンターによって､核内に摂取されたチミジンを測定した｡　こ
の核内に摂取されたチミジン量を細胞増殖能の指標とした｡
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実験結果
Ⅰ胎児繊維芽細胞における細胞毒性
Thalidomodeの催奇形性の機序の解明のため胎児繊維芽細胞を用いることを
考えた｡まず最初に催奇形性物質の評価系として胎児繊維芽細胞が有用である
かどうかについて7種の化学物質を用いて解析した｡医薬品の中で代表的な催
奇形性物質であるthalidomideとphenytoinはその毒性発現の機序および代謝経
路は十分に明らかにされていないが､その代謝活性化や解毒にチトクローム
P450やmicrosomalepoxide hydrolase (mEH)の関与を示唆する報告がある｡ま
た､催奇形性および発がん性を有する多環芳香族化合物である　7,12-
dimethylbenzla]anthracene (DMBA)およびbenzo【a]pyrene (Bla]P) ､ naphthalene
はチトクロームP450およびInEHにより代謝活性化され毒性を示すと考え
られている｡　また､ phPおよびMeIQxなどのヘテロサイクリックアミンは
加熱食肉中に含まれ､ p450によって代謝活性化され発がん性を示すことが報
告されている｡　チトクロームP450あるいはmEHが毒性発現に関与する
と考えられる上記の7種の化学物質を用いて､マウスの胎児線維芽細胞を用い
る細胞毒性評価系が催奇形性物質や発がん性物質の検出系として有効であるか
どうかを解析した｡さらに､ mEH欠損マウスとその野生型マウスの胎児線維
芽細胞を用いて毒性発現におけるmEHの関与についても検討した｡
細胞毒性は生細胞数を指標として検出した｡　野生型マウスの胎児線維芽細胞
においてDMBAは濃度依存的に細胞毒性を示した(Fig2 , Table 1)｡また､ PhIP
は100い.Mで約50%の生細胞の減少を示したがthalidomideを含むそのほかの5
種の化学物質では､ 100 pMにおいても有意な生細胞の減少は認められず､細
胞毒性は検出されなかった(Table 1)｡　また､ mEH欠損マウスの胎児線維芽
細胞におけるDMBAの細胞毒性は野生型マウスに比べて減弱し(Fig 2 , Table
1)､ thalidomideを含むそのほかの化学物質ではmEH欠損マウスと野生型マウ
スの胎児線推芽細胞で差異は認められず細胞毒性は検出されなかった(Table
1)｡
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Tab一e 1 Cytotoxicjty of various cJlemicals in embryo fjbroblasts isolated from
mEH-knockout and wjJd･type mice.
ChemicaJs ?Vﾆﾂ??R?ia 劔bilitvl｡/oofcontron 0.0ー⊥M ??8?ﾄﾒ?.1ーlM ????ー⊥M ??ﾄﾒ?0pM ??ﾒ?00PM 
DMBA 瓶?00±1 ????93土13 ?域ﾓr?5±8 ?X?? ? 
k. ???R?03±6 ???B?9±3 涛?ﾓR?1±5 ? ?
Tha一idomide 瓶??99士8 ????104±1 ????103±1 ????106±1 
k ? ?????7±13 涛?ﾓ??01±1 ??贊?95±11 涛?ﾓ??
Phenytoin 瓶?? ? ???#?138±2 ?#?ﾓ?114±21 
k ? ? ?129±1 ?#?ﾓ?128±2 ???#?
由】p 瓶?? ?85±7 ?88±7 ?89±9 
k ? ? 涛奉ｳ??11士1 涛?ﾓ??8±16 塔(??
naphtha(One 瓶??112±4 ?113±4 ?109±8 ?106±1 
k ? ???R????b????? ???R?
PhlP 瓶??105±6 ???R?05±4 ???R?00±5 塔?ﾓb?5±6 
k ? ???2?03±4 ???B?07±6 ???R?6±4 鼎(?b?
MelQx 瓶??94±9 ?95±7 ?96±10 ?91±11 
k ? 塔X?? ???? 涛(?b?涛?ﾓ??
Each value represents the mean ± standard deviations(n1-7-1 2).
'.'k ; mEH-knockout, W; wild･type　-: notdetermined
(lOJtuO310%)A)!Ltqe!^
読
+ Wild ･type
-+ mEH ･ knockout
Thalidomidei,i.. '.:捕.. I:.ド..｣7
Concentration (pM)
Fig 2. Cytotoxicity of chemica一s to embryo fibroblasts of wild･type and MEN ･knockout mice.
Each point represents as the mean and standard deviation (n=10･12).
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7種の化合物の細胞毒性を検討した結束､野生型マウスの胎児線維芽細胞に対
してPhIPおよびDMBAのみが細胞毒性を示した｡ Ⅰ止H欠損型マウスの胎児
線維芽細胞ではPhPのみで細胞毒性が検出された｡野生型マウスの胎児線維
芽細胞はDMBAおよびphpを代謝活性化する薬物代謝酵素を発現している可
能性が示唆された｡また.I DMBAの細胞毒性がmEH欠損マウスの胎児線維
芽細胞では認められず､野生型マウスの胎児線維芽細胞でのみ認められたこと
は､ DMBAの代謝活性化による毒性発現を反映しており､マウス胎児線維芽
細胞を用いた毒性検出系は代謝活性化された化学物質の細胞毒性に応答してい
ることが示された｡また､マウスの胎児線維芽細胞は細胞毒性が認められなか
った化学物質を代謝活性化する能力を欠いている可能性が示唆された｡
ⅠⅠプレインキュベーション法の構築
マウスの胎児線維芽細胞は化学物質を代謝活性化する十分な能力を欠いてい
るか､あるいはその能力が不足している可能性が示唆されたため､胎児線維芽
細胞の代謝活性化能力を補うために動物の肝ミクロソ-ムを用いるプレインキ
ュベーション法の導入を検討した｡直接処理では毒性が認められなかったB【α】P
を被験物質として､マウスの肝ミクロソ-ムでプレインキュベーションして､
十分に代謝させた後､マウスの胎児線維芽細胞に処理し､細胞毒性を検討した｡
その場合､ミクロソ-ムの存在により細胞毒性および汚染が予測されるため､
プレインキュベーション後､ミクロソ-ムを除き細胞に処理した｡このとき､
ミクロソ-ムの除去方法と十分に毒性が検出される肝ミクロソ-ムのタンパク
量の条件検討を行った｡
被験物質であるBla]P 100 pMをマウスの肝ミクロソ-ムでインキュベーシ
ョンした後､この反応液を0.22 pmフィルターで渡過または､ CaC12(最終濃度
8 mM)を加え15,000 rpmで遠心した｡それぞれの除去法における細胞毒性を比
較検討した｡また､インキュベーション時のタンパク量を変えて､各タンパク
量における細胞毒性を比較検討した｡　インキュベーション後､フィルタ一波
過後の溶液の細胞への処理は最もタンパク量の高い200 pg protein/well (100 pl/
well)においても細胞毒性はほとんど認められなかった｡しかし､遠心除去後
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の溶液処理では100 pg protein / well(100 1〟 well)､ 200 llg Protein / well(100 Lil/
well)のタンパク量において約60%の生細胞の減少が認められた(Fig3)｡
Fig3の結果より､タンパク量100pgprotein/well (100pl/well)で30分間プ
レインキュべ-ションをした後､遠心法によりミクロソ-ムを除いた上清を細
胞に処理し､ Bla]Pの細胞毒性における濃度依存性を検討した｡ Fig4に示す
ように濃度依存的な細胞毒性が検出され30 pMにおいて約35%の､ loo pMに
おいて約60%の生細胞数の減少が認められた｡
(LOJluOU-〇%)^tFl!qe!^
50     1 00    200
Amount of microsomes (pg protein / weH)
Fjg･ 3 Effect of addition of mouse liver mjceosomes on cytotoxjcity of Bla]P using
a pre-incubation method to embryo fibrobJasts of wild･type mice.
Each bar represents as the me?n and standard deviation (n=10･1 2).
ⅡI Thalidomideの細胞毒性
プレインキュベーション法を用いて､ thalido血deの細胞毒性を検討した｡タ
ンパク量100 pgprotein/well (100pl/well)で30分間プレインキュベーションを
行った後､遠心法でミクロソ-ムを除きその上清を細胞に処理し､細胞毒性を
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(一〇JtuOU-〇%)倉[!qe!^
00　　75
nl
50　25
0　　1　　　　10　　　　100
Bla]P concentration (pM)
Fig1 4 Cytotoxicity of BEa]P using a pre･incubation method with mouse fiver
microsomes to embryo fibroblasts of wild･type mice･ Each point represents as
the mean and standard deviation (n=10･12).
(lOJluOU-〇%)A)![.Lqe!^
1 00　75
50　　25
0　1　　　　10　　　　100
Thalidomide concentration (pM)
Fig1 5 Cytotoxicjty of thalidomide using a pre･jncubatjon method with
pregnant rabbit liver microsomes to embryo fibroblasts of wild･type mice･
Each point represents as the mean and standard deviation (n=10･1 2).
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検討した｡　Fig5に示すようにthalidomideは濃度依存的に細胞毒性を示し､
100pMで約20%の生細胞の減少が認められた｡　さらにタンパク量およびイ
ンキュベーション時間との関連の検討を行ったところタンパク量100pgprotein
/well､ 30分のインキュベーションで最も強い細胞毒性が認められた｡
プレインキュベーション法を用いた本検出系でthalido血deの毒性発現にお
ける種選択性の検討を妊娠マウスと妊娠ウサギの肝ミクロソ-ムを用いて行っ
た｡
このとき､マウスの肝ミクロソ-ム活性のポジティブコントロールとして100
pMBla]Pを用いた｡　Fig5と同様にウサギの肝ミクロソ-ムを用いた場合で
は濃度依存的な細胞毒性が認められたが､マウスの肝ミクロソ-ムを用いた場
合では細胞毒性は認められなかった(Fig 6)｡一方､マウスの肝ミクロソ-
ムを用いたプレインキュベーション法により100pM Bla]P処理において､約
50%の生細胞数の減少が認められた｡
(lOJluOU-〇%)^l!]!qe!^
0　10　　　　　30　　　　　100
Thalidomide concentration (pM)
Fig･ 6 Cytotoxicity of thatidomide using a pre･incubation method with pregnant
rabbit and mouse liver microsomes to embryo fibroblasts of wiJd･type mice
Each point represents as the mean and standard deviation (n=1 0･1 2).
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妊娠ウサギの肝ミクロソ-ムを用い､ NADPH生成系の存在下､非存在下に
おいてプレインキュベーションを行い､ thalido血deの代謝物の野生型マウス
胎児線維芽細胞における細胞毒性を検討した｡ NADPH存在下でthalid｡血de
の濃度依存的な細胞毒性が検出され100 pM処理により約20%の生細胞の減
少が認められた｡しかし､ NADPH非存在下では細胞毒性は認められなかった
(Fig7)｡
(lOJluOU-〇%)^l!]!qe!^
0　10　　　　　30　　　　　100
ThaJidomide concentration (pM)
Figl 7 Cytotoxicity of thalidomjde using a pre･incubation method with pregnant
rabbit liver microsomes to embryo fibrobJasts isoJated of wild･type mice･
Each point represents as the mean and standard diviation (n:10-12).
N･G･S･ ,･ NADPH generating system.
プレインキュベーション時にチトクロームP450阻害剤である1_
aminobenzotriazolを添加すると(最終濃度10 pM) ､ thalidomideによる細胞毒
性が抑制され､ 10叫M処理においても細胞毒性は認められなかった(Figs)｡
また､ cYp IAの阻害剤であるα-naphthoflavoneを同様にプレインキュベーシ
ョン時に添加したところ(最終濃度4 pM) ､thalidomideによる細胞毒性が抑
制され､ 100 pM処理においても細胞毒性は認められなかった(Fig 9)｡また､
1-aminobenzotriazoleおよびα-NFの添加は無添加のときと比べて細胞数には有
意な差は与えず､これらの阻害剤は単独では細胞毒性を示さなかった｡
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(JOJtuo0-0%)～. LJ!qe!^
0　10　　　　　30　　　　　100
ThaLjdomide concentration (pM)
Fig･ 8 Effect of l･aminobenzotriazole on cytotoxicjty of thalidomide
u$lng a Pre･incubation method with pregnant rabbit microsomes to
embryo fibroblasts of wiJd-type mice.
Each point represents as the mean and standard deviation (n=1 0-1 2).
(leJtuOU-〇%)h!)!qe!^
0　10　　　　　30　　　　　100
ThaJidomide concentration (LLM)
Fig. 9　EfFect of α ･ naphthofJavone on cytotoxity of tha一idomide using
a pre･incubation method wjth pregnant rabbit microsomes
to embryo fibroblasts of wifd･type mice.
Each point represents as the mean and standard deviation. (n-10･12)
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プレインキュベーション法を導入した本検出法を用いて､野生型マウスおよび
mEH欠損マウスの胎児線維芽細胞におけるthalidomideの細胞毒性を比較検討
したところ､野生型マウスとmEH欠損マウスの胎児線維芽細胞における細
胞毒性はほぼ同じ感受性を示し､差異は認められなかった(Fig 10)｡
そこで､プレインキュベーション時にウサギの肝ミクロソ-ムにmEHの阻害
剤である1,2-epoxyl3,3,3-trichloropropane (TCPO)を添加し(最終濃度0.25 mM) ､
毒性発現におけるmEHの関与を検討した｡ TCPOの添加により野生型および
mEH欠損型胎児線維芽細胞における細胞毒性はTCPOの無添加時に比べて増
強する傾向が認められたが､ TCPO単独でも細胞毒性が認められたため､詳細
な解析は行えなかった｡
(lOJtuOUIO%)A)"!qe!^
0　10　　　　　30　　　　　100
Thaljdomide concentration (pM)
Fig･ 10 Comparison of cytotoxicity of thalidomide using a pre･incubation method
with pregnant rabbit Liver njcrosomes to embryo fibrobJasts between wild-type and
knockout mice･ Each point represents as the mean and standard deviation (n=10-1 2).
ⅠV Thalidomideの細胞増殖抑制作用
Thalidomideによる催奇形性の代表的な症状としてアザラシ肢状奇形がある
が､これは､ thalidomideが､四肢の間充織の増殖を抑制するためであると報
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告されている｡また､ thalidomideはfibroblast growth factor (FGF)に影響を及ぼ
すことが報告されている｡ FGFを抑制することにより､ progress zoneでの細胞
増殖が抑制され四肢の短小化が起こると推測されている｡すなわちthalidomide
はある発生の段階において細胞増殖を抑制する作用を有する可能性が考えられ
る｡
(一〇JluOU-〇%)
uo!leJOdJo3u!au!P!u^LJ1･[Hc]
0　10　　　　　　30　　　　　100
ThaJidomide concentration (LLM)
Fig･ 1 1 Effect of thalidomjde treatment on ceJJ proliferation of embryo fibrobLast$
Of wild･type mice･ Thalidomide was preincubatied with pregnant rabbit live
microsomes･ Each point represents as the mean and standard deviation (n: 416).
N･G･S･ ; NADPH generati【9 System
そこで､ thalidomideによる細胞毒性が細胞増殖の抑制に起因しているかを
検討するために､ 3Hラベルしたチミジンの核酸内への取り込みを指標に細
胞増殖を解析した｡プレインキュベーション法を用いて野生型マウス胎児線維
芽細胞にthalidomideを処理し､細胞増殖を[3H]-thymidineの取り込みを測定す
ることで検討した｡ NADPH存在下で100pM処理により約25%の細胞増殖の
抑制が認められた｡しかし､ NADPH非存在下では細胞増殖の抑制は認められ
なかった(Fig ll)｡また､プレインキュベーション時にチトクロームP450阻
害剤であるllaminobenzotriazole (最終濃度10 pM)およびcYp IAの阻害剤で
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あるα-NFを添加したとき(最終濃度4 pM) ､ thalidomideによる細胞増殖阻
害作用が抑制され､ 100 pM処理においても増殖阻害は認められなかった(Fig
12)｡またllaminobenzotriazoleおよびα-NFの添加は無添加のときと比べて差
はなく､細胞増殖に影響は及ぼさなかった｡
これらの結果はNR assayで得られた結果と一致し､生細胞数の減少は細胞
増殖の抑制に起因し､ thalidomideの胎児線維芽細胞における毒性の本態は細
胞増殖阻害である可能性が示唆された｡
ーThaLidomide
やThaJidomide + P450 inhibjtor
(一〇JluO310%)
uo!teJodJoau!au!P!uALlト･[Hc]
12　　　10
7
1 ･Amjnobenzotriazole (1 0 pM)
●　　∵　　●
0　10　　　　30　　　　100
12
10
α-NaphthofJavone (4 pM)
●　　　　　　　　　　　　　●
0　10　　　　30　　　　100
Thalidomide concentration (pM)
Fig･ 12 Euect of P450 inhibitort on cell proliferation o thaIidomide･treated embryo
fibroblasts of wiLd･type mice. Thalidomide was preincubatied with pregnant rabbit 一iver
microsomes. Each point represents as the mean and standard deviation (n= 4･6).
N.G･S･ ; NADPH 9eneratin9 System
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考察
本研究ではマウスの胎児線維芽細胞を用いて､毒性発現に代謝活性化を必要と
する化学物質の毒性検出系の構築を行うとともに､その検出系を用いて催奇形
性物質であるthalido血deの毒性発現の機序について解析を行った｡
発生毒性のin vitro検出系としてマウスの胎児線維芽細胞が有用かどうかを
評価するために催奇形性物質等の細胞毒性を検討したところ､ table lに示すよ
うに毒性を検出できる化学物質は限られており､本細胞は代謝活性化能力が低
い可能性が示唆された｡
代謝活性化能力を補うために動物の肝ミクロソ-ムを用いたプレインキュベ
ーション法の導入を毒性が検出されなかったB【α】Pを用いて試みたところ､濃
度依存的な紳胞毒性が検出された｡さらにthalido血deに応用したところ､催奇
形性が誘発される妊娠ウサギの肝ミクロソ-ムで濃度依存的な細胞毒性が検出
され､プレインキュベーション法の有効性が示された｡また､妊娠マウスの肝
ミクロソ-ムでは細胞毒性は認められず､thalidomideの催奇形性における種差
を再現できることが明らかになった｡
以上の結果より､プレインキュベーション法を導入したマウスの胎児線維芽
細胞における毒性検出系は､種々の動物の肝ミクロソ-ムを用いることで化学
物質の催奇形性およびその種選択性を解析できる可能性が示唆され､ in vitroで
の発生毒性検出系として非常に有用である可能性が示された｡さらにthalidomide
の催奇形性における種差の原因が薬物代謝の種差に起因している可能性も示唆
された｡
一方､これまでに多くの細胞を用いたthalido血deの毒性発現の機構解析がな
されてきたが､その多くでthalidomideの作用の検出が十分になされていない｡
我々の結果からも考えられるように､細胞を用いる場合､代謝活性化能力を付
加することがthalidomideを含む多くの化学物質の発生毒性の発現を検出するた
めに必要だと考えられる｡
最近､代謝活性化系を組み合わせたⅩenopusの胎児の催奇形性検出系である
Frog Embryo TeratogenesisAssay - Xenopus (FETAX)系においてラットの肝ミ
クロソ-ムを用いてthalidomideの代謝活性化にCYP2Elの関与を示唆する報告
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がなされているが､ thalido血deの催奇形性が認められるウサギ､ヒトのP450
分子種に対する知見は未だ報告されていない｡
今回thalidomideの細胞毒性は主に細胞増殖抑制によって起こっており､チトク
ロームP450阻害剤である1-aminobenzotriazoleおよびcYpIA阻害剤であるα_NF
の添加により細胞増殖抑制は解除されたことより､肝に発現しているCYPIA2
はthalidomideを代謝活性化する酵素の1つである可能性が示唆された｡　さら
に､ InEHによるthalidomideの細胞毒性への関与について解析を試みたが､現
在までのところ明らかな結果は得られなかった｡ FETAX系におけるthalid｡血de
の催奇形性にラットのmEHが､ヒトlymphocyteにおける細胞毒性の発現でウ
サギのmEHが関与するという報告があるが､ mEHの関与を否定する報告もな
されておりこの点に関しても今後の課題である｡
以上の結果より､プレインキュベーション法を導入したマウスの胎児線維芽
細胞における毒性検出系は､種々の動物の肝ミクロソ-ムを用いることで化学
物質の催奇形性およびその種選択性を解析できる可能性が示唆された｡また､ in
vitroでの毒性の発現機構の解析に非常に有用であると考えられる｡現在までに
in vitroの発生毒性検出系として胎児線維芽細胞の細胞毒性を指標とする検出系
の報告はない｡本検出系は代謝活性化の機構や細胞毒性の機構を解析するには
簡便で非常に有用な方法だと考えられるが､スクリーニング系として用いるた
めには､報告されている催奇形性物質のin vivoとの相関性を解析する必要があ
る｡
また､ thalido血deの細胞毒性は細胞増殖抑制により起こっており､その毒性
発現にはチトクローム.P450による代謝活性化を必要とすることが示唆された｡
今後､代謝活性化に関与する分子種の解析を行うとともにthalido血deによる胎
児繊維芽細胞の細胞増殖抑制と催奇形性との関連を明らかにするため発生の
段階で発現している細胞増殖関連遺伝子の発現量や機能の解析を行う必要があ
ると考えられる
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